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第1章 序
論 文 内 容 要 旨
論
ペ クチ ン質 分解酵 素 とほ,普 通植 物の細胞 壁構成 成分 と して存在 す るペ クチ ン質
に作 用する一群 の酵素 に与え られた総称であ り,野 菜 や果物 な ど軟化腐 熟,植 物病
原菌 による植 物組織 の侵害 な どの機 構に主 要な役割を果 た してい る。
ペ クチ ン質 分解 酵素 は,高 等植 物界 ・微生物 界 に広 くその存 在が認 め られてお り,
その分解機構 か ら2種 類 に大別 で きるQ1つ は,ポ リガ ラ クチ ュロン酸 のメチル エ
ステル結 合を切断 す る酵素 でPectinesteraseと呼ばれて いる。 い ま1つ は,ペ グ
チ ン質の α一1.4グリコシ ド結 合を切断す る酵素で あるが,そ の分解 様式,基 質特
異性 などか ら,さ らにい くつ かのグループに分 け られ る。 これ らα一L4結 合の切
断 に関与す る酵素 としては,加 水 分解 系のPolygalacturonase.lyase系のPectate
lyase,Pectinlyaseなどの存在 が知 られて い るQ
種 々の ペ クチ ン質分解酵素 中,古 くふ ら良 く研究 され て来 た ものは,カ ビの酵素
で,特 に工業的 に果汁 の清澄剤 と して使用 され,そ れ らの性 質 に関す る報告 も古 く
か ら多数 に及んでい る。近年 各種 のoriginからのペ クチ ン質 分 解 酵素 に関す る 、
研究が展開す る とと もに,バ クテ 時アの産生す るペ クチ ン質分解酵 素 の研究 も進展
し,こ れ らい くつか の酵素蛋 白に関 して,そ の酵素化学的性 質 な どが明 らか にされ
て来た。
一方1ペ クチ ン質分解酵素の生成 機構に関す る研究は非常 に少 な く,当 研究室 に
お いて は,古 くか ら,白 菜軟腐病 菌 と して知 られて いるE7ω伽ooプo漉 佛 を用 い,
そのペ クチ ン質分解酵素の生成機構解明を 目的 として,ニ ンジ ン中に含 まれ るペ ク
チ ン質分解酵 素生成促進因子 を中心 に研究 を続 けて来たQ
1971年,当研究 室 の富沢 ・高橋 は,E7z〃吻知 σ師4θσ6(AMS6082)の培養液 中
へのDNA合 成阻 害剤(nalidixicacid,mitomycinC,bleomycin)の添加,あ るい
は紫外線照射処理 に より,ペ クチ ン質分解酵素 の生成 が著 るしく促進 され,.かつ溶
菌が お こり,溶 菌液 中に フ ァー ジ様穎粒 の存在を 認めた 。
本研究 は,こ のDNA合 成阻害剤 に よる著 る しいペ クチ ン質分解酵素 の生成 促 進
と,フ ァー ジ様穎粒 の生成 に関 し,両 者 の性質 ・関連性 な ど調 べ る事 に よ って,
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DNA合成 阻害剤存 在下で見られ るペ クチン質分解酵素の生威機構を解明する手が
かりを得 ようとしたもめである。
第2章 フ ァ ー ジ様 穎 粒 の 性 質
誘発 によ って生 じるフ ァージ様頼粒 は,他 のあ る種 の細菌株 に致死作用を有 す る
フ ァー ジ尾 部状 のバ クテ リオシ ンの一種 であ ると結論 した(バ クテ リオシ ンとは,
ある細菌株 によって生産 され,他 の細菌株を死滅 させる活性を示 す抗菌物質で ある.
が,一 般的 な抗菌性 物質 と異 な り,蛋 白質性 の高分子物質であ る)。 この事は,以
下の結果 よ り支持 され る。
(1)DNA合成阻害剤 や紫 外線 の誘発 に より,バクテ リオシ ンの産生 がお こる事 は,
すで に大腸 菌の コ リシン,緑 膿菌 の ピオシ ンなどで認 め られて いる。
(2}本菌 も,薬 剤 や紫外線 の誘発 に より,抗 菌性物 質を産 生 し,そ の抗 菌活性 は,
生産 菌 自身には作 用を 示 さず,同 族 の他 菌のあ る株 に致死作用を示す(Table1)。
〔3)生産 菌の致死 的合成に よ って生 じる抗菌性物質は,感 受性 菌に対 し致死 作用
を有す るが,そ の中で増殖 す る事はな く,従 って,フ ァージの場合の様なプ ラー ク
形成 は見 られな・い(Table1)。1
(4)この抗菌性物 質 は,10,000xg,10分の遠心 では,そ の上清区 分に存在 し,
珪 藻 土 カ ラム及 び ミ リポ ア フ ィル ター(Pores⑳e:0,45μ)を通過 す るが,
105,000xg,1時間の遠心 では,沈 澱区分 にその活性 は回収 され る。又,硫 安分
面 では,0.2～0.4飽和 画 分 に そ の活 性 が 存在す る。 これ らの性質は,フ ァー ジ
様頼粒画 分 と一致す る。
㈲ 抗菌性物 質 は,加 熱 に対 して不安定 であ るo
㈲ 超 遠心分画,硫 安分画,イ オン交換樹脂を用 いて 部分精製 した活性 画分に,
ピオ シンRと その形状 が著 る しく類似 した桿状構造物が多数存在 していた(Fig.1)。
(7}部分精製 した活性画分 中には,多 量の蛋白 と,ribosome由来 と考 え られ
るRNAは 存在 して いたが,DNAは 全 く検出できなか ったo
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第3章 DNA合成阻害剤存在下におけるペ クチン質分解
酵素の生成
蛋白合成阻害剤,RNA合 成 阻害剤,チ ミン要求変異株を用いての実験 よ り,本
酵素 の生成は,4θ ηo〃oの蛋白合成,RNA合 成を含む事が示 された。DNA合 成
が必要 であ るか どうか は,現 在 の所,結 論で きな いQ
第4章DNA合 成 阻害剤存在,
チン質分解酵素の性質
非存在下で生成す るペク
AMS6082株は,薬 剤非存在下 にお いて も,生育に伴 ってペ クチ ン質分解酵素を
産生す る。2つ の異な った条件下 で産生す るペ クチ ン質分解 酵素の生成機構を理解
してい く為に,ま ず2つ の酵 素の異同 について比較検討 した。
両酵素 と も,培 養濾液 か ら,イ オ ン交 換樹脂,ゲ ル濾過 によ り,SDSポ リア ク
リルア ミ ドゲル電気泳 勤的 に均一 に精製 した。 生育に伴 う酵素 は,分 子 量38,000
のペ クチ ン酸 に特異 的に作用す る6裾o-Pectatelyaseであ り,薬 剤存在下 で生
成 す る酵素 は,分 子量32,000のペ クチンに特異 的な 伽40-Pectinlyaseであ っ
た。商酵系は,分子量,基質特異性の他 至適pH,至適反応温度,Caイオ ンに よ
る活性促進効果 な どに違 いがみ られた(Fig.2,3,4,5)。
以 上の結果を もとに,著 者 は,2つ の酵素を 支配す る遺伝子 は,そ れ ぞれ別 の も
のであろ うと推測 した。
第5章 自然界 より分離 した細菌の誘発とペクチン質分
解酵素
白菜軟腐病菌を土壌中より約 ・・株分離 し・それ らの瀕 を調べた結果,そ の ㌔
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の6株 がDNA合 成阻害剤 によるペ クチ ン質分解酵素 の生成促進を示 し,自 然界 に
おいて も,か な りの高頻 度で存在す る現象であ る事を 認めた(Table2)Q
これ ら酵素生成 促進を お こす菌株 は,い ずれ も溶菌を伴 う事か ら,誘 発 現象 と酵
素生成 との関連性 を示唆す るが,バ クテ リオ シ ン誘発能を有 しなが ら,ペ クチ ン質
分解 酵素の生成 はお こらない もの もい くつかあ る事か ら,DNA合 成阻 害 剤 による
溶 菌性を示すEプ魏 擁σ属 のすべてが,ペクチ ン質分解酵素 を生産 する事 にはな らな
いo
分離 した6株 は,い ずれ もPectinlyase活性 の生成促進 であり,その うちの1株
の酵 素 を 精 製 し検 討 した 結果 は,先 に精 製 したAMS6082株 の θπ40-Pectin
lyaseと分子量,至 適pH,基質 特異性 な どに差が認 め られず,同 一の酵素 と考え ら
れ る。
又,.この分離菌株 は,・誘発 によりバ クテ リオ シンの産生を行 な うが,AMS6082
株 の もの と抗菌性 スペ ク トラムにお いて違 いが存在 したQ
第6章 ペ クチン質分解酵素 とバ クテ リオ シンの生成
機構 の検討
バ クテ リオ シ ンの誘発 に伴 うペ クチ ン質分解酵素 の生成機構を考 えて い く上で,
その様 な例を他 菌に求 め ると,大 腸菌 の欠陥 フ ァージ λ㎏ の誘発に伴うガラク トー
ス代謝系の酵素の産生が あげ られ る。
これ らの機構を本 菌の場 合にあてはあ て考 えてみ ると,本 菌の宿主染 色体上 のペ
クチ ン質 分解 酵素遺 伝子群 の近 くに組 み こまれた ファー ジが,Pectinlyase遺伝子
を取 り こんで,自 らの遺 伝子の一部を失 って欠陥 フ ァー ジ(本 菌 の場合 はバ クテ リ
オ シ ン)を 生 じ,紫 外線や薬剤の誘発処理 によ り,バ クテ リオ シ ンとPectinlyase
が特 異的 に産生す るとい う機構 が考 え られ る。
この仮 説に もとず くと,Pectinlyaseは宿主 自身が持 っていた遺伝子 と考 えられ
るが・E7ω∫短σ 属を 含め,一般 に細菌の生産す る1yaseはペ クチ ン酸 に特異 的 な
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Pectatelyaseであ るとい う事実か ら,エ ピゾー ム性因子が宿 主染 色体上 のPectin
lyase遺伝子を取 りこんだ可能性 は少 ないといえ るo従 って,Pectinlyase.因子
のorigi丘は不 明で あ り,問 題 も残 るが,著者 は,バ クテ リオシ ン及 びP㏄tinlyase
の遺伝子 は外来性 の因子で,プ ラス ミッ ドとして細胞 内に存在 して いる もの と推 測
したo
DNAの 超遠心分析結果 は,本 菌がcovalentlyclosedcircularプラ ス ミ ッ ド
DNA(ccDNA)を 所有 してい る事を示 した(Fig.6)。このプ ラス ミッ ド上 に,
バ クテ リオ シンとPectinlyase因子 が存在す る事を証 明す るには,プラス ミッ ド因
子 の除去及 び伝達 導入実験 によ り達成 で きる もの と考 え られ る。
プ ラス ミッドのcuringagentとして知 られ てい るエチ ジウム ブロマイ ド処 理 に
より,バ クテ リオ シン活性 を失 った株を い くつか分離 したが,DNA分 析 による と,
これ らの菌はいずれ もプラ ス ミッ ドDNAを 失 ってお らず,あ る種 の変異株を分離
した もの と考 え られ る。 又,接 合 に よる他菌 への因子の伝達実験 も,現 在成功 して
いないoし か し,自 然界 にお いては,F因 子 ・R因 子な ど薬剤 によ り除去 され る も
のと,コ リシ ンE1のように除去や伝 達能 が殆 ん どないプ ラス ミッ ドの2つ の タイプ
が存在 する事 か ら,本 菌の場合,除 去 ゼ伝達 が成功 しないか らとい って,こ こでの
べ てきた生成機構 に関 し,否 定 的な結果 とは言 えない。
これ ら生成機構 の遺伝学的解釈 には,今 後,さ らに多 くの遺伝解析 データの蓄積
が必要 である と考 える。
第7章 要 約 、
1.誘 発 に よ つて 産 生 す る フ ァー ジ様 頼 粒 は フ ァー ジ尾 部 状 の バ クテ リオ シ ンの 一
種 で あ る と結 論 した 。
2.薬 剤 存 在 下 で 産生 す るペ クチ ン質 分 解 酵 素 は,餌40-Pectihlyaseで あ`った。
一 方 ,薬 剤 非 存 在 下 で 生 育 に伴 って生 成 す る酵 素 は,θ π40-Pectatelyaseであ
り1・.両者 は,分 子 量,至 適pHな ど違 い が 認 め られ た。 こ、の結 果 は,2つ の酵 素
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を支配す る遺伝 子がそれぞれ別 の ものである事を示唆 した。
3.自 然界 より分離 した細 菌に も,か な りの高頻 度でペ クチ ン質分解酵素の誘発 生
成が見 られたQこ の時 生成す る酵素 もPectinlyaseであ り,一 般 に,細 菌 の生
産 す るlyaミeがPectatelyaseであ る事実か ら,こ のPectinlyase遺伝 子 の 起
源 に関 し問題を残 した0
4.バ クテ リオ 財ンとPectiコlyaseの生成機構 と して,プ ラス ミッ ド因子 の 支 配
を考 えたo事 実,本 菌にはプ7ス ミッ ドDNみ の存在 が,DNA分 析 によ り示 さ
れた 。 しか しなが ら,本 菌の プラス ミッ ドは,除 去や伝達能が殆 ん どないか,あ
ると して も非常に低頻度 である為,残 念 なが らその証明は達成で きなか った。
5.エ ピゾー ム及 び プラス ミッ ドの概念が つ くられた時,そ の概念 に よって生ず る
非常に興 味あ る可能性 のひとつは,そ れが細胞進化 の理解 の助 けにな るか も しれ
ない とい う事であ った。従 って,本 研究で み られたPectinlyaseの生成 機 構 と
その遺伝子 ゐ由来を知 る事 は,E7痂 痂 属の進化を 知 る上で重要 な手 が か り と
な るか も知れ ない。又,有 用性 の高 い特定 の酵素な どを特異 的に生産 させ る方法
と して,プ ラス ミッ ド因子を利用で きるか も知れ ない。
Table1.PlaqueFormationandAntibacterialActivity
Bacterialstrains PlaqueAntibacterial
activity
Erwiniacarotovora-2
E.carotovora-3
E.carotovora-6
E.carotovora-7
E.carotovoraIAM
E.carotovoraB21
E.carotovora
aroideaetype
E.milletise
E.aroidea2(AMS6082)
十
一154一
TypeI
?????→
←
<一一650Aｰ一a
Type2
Type3
← 1300AO・ 一..一一一一→
/… 今6
t80aｰ
《一656A・ 一 》← 一950AO一.一 →
Type4
i i
F 唱 a
0L
180Aｰ
← 一一一一一「一一1600A● .一 一→
Fig.1.TheTypeofPhage-likeParticles.
loo
{Aoodel
十
80
0
;
060
5'歪
　
.≧40
右
5
に
20
{OriginD
Fig。2.DeterminationoftheMolecu一
。Cy↑ 。・h・。mecl・ ・ 恥ight.・fth・P・ ・ifi・dE・ymes
bySDSPolyacrylamideGelElectrQr
phoresis.
Therelativemigrationofproteinsis.
OChymo↑rypsinogenexpressedastheratio..ofdistanceof
＼
.+NAmig・a・i・n・f・.P・ ・ti加1・p・ ・t・i…
、● .一NAthatof.bromophenolblue。
　
OvolbuminO
＼.+・A・Th・ 画 ・y・ice。ym。・。rm。d
Se門molbuminO
th宇prgs♀nceofnalidixicaci
-NA:Thepectolyticenzymefor皿ed
theab.senceofnalidixicacid
lO4105
MolecuOorwo19.h曾
一1ss一
??
??
?
?
【
?
?
〜
?
?
??。
?
?
?
。
?
?
??
?
0
一・A/
三 ・ …o
塁 α1/●1
函1… 漏
cu
O
pectin /
:一・ノ .● σ2イ:塔 転.
0
1020304010203040
1ncゆo価onhm●lmin,ll鵬ubO,ion曾 而■{mlO}
Fig.3.TheActivityofTwo-Enzymes
toPectinandPecticAcid.
6
竃,一.ム
2-NA
雪
三4.r.6
}:.偽く
O
l .ノ
●ノ
0L_一 一 一 一一 一一一 」一 一「一
78910
pH
Fig,4.EffectofpHonActivityofTwoEnzymes.
一iss一
i.z
?
???
??
??
?
?
?
?
?
?
》
、
?
?
?
?
?
?
?
?
?
0.2
。?
?
???
?
?
??
?
十CaClx
l5翼盲σ㌔ ⊃
、ζ8_`1σ ㌔,
.●飼ono/
/Oo
A
iozosoqo
Incubationtimelmin)
0.6
十NA
?
」?
?
?
?
?
」
?
?
?
?
?
??
?
?
?
〜
?
??
?
??
「
??
??
」
?
0 0
O
業'
+εDτム
〔1σ4鱒,
10203040
1員Cubo髄ooli卿勒e{鳳1",
Fig,5. EffectsofCaClzandEDTAon
ActivityofTwo.Enzymes.
Table2.StimulationofPectolyticEnzymeFormationof
IsolatedBacteria
No.ofisolated
bacteria
Stimulationofpectolytic
enzymeformation
(No.ofbacteria)
NAresistant
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NAsensitive
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NAsensitive
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Fig6CsCI-EtBrDensityGradientPatternoftheSupernatantFluidafter
NaCIPrecipitation.
TheCsCI-EtBrgradientswerepreparedbymixing5.OgofCsCIwiththe
..DNA.甲mples・..wi中.Q・与叫9ξ.・t願di㎜b・・m娯・(EtB・)$・1μちi・n(4・βmg/ml)..
a唄.噸 ..4.・46甲1・fO・01¥T垣S一耶1.炉・御 ・・n槍i・i・g卑ρ一3MEDTA・P月
7.4.ThetotalvolumeofthesolutionbeforeadditionoftheCsCIwas5.26
rril.Gradents(4.8ml)were'centrifugedat37,000rpmat20'Cfor30hr
inaHitachiRPS40rotor.一'Aftercentrifugation,8-dropfractionswere
collectedfromthebottomofthetube.
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審 査 結 果 の 要 旨
ペクチ ン質分解酵 素 とは高等植物の細胞壁成分であ るペクチ ン質 に作 用す る一群の酵素の総称であ
り,野菜 や果物 の軟 化腐熟,植 物病原菌に よる植物組織の侵害 に主要 な役割を果 してい る。白菜軟腐
病菌 として知 られる 凸謳痂ααγ・認6α・(AMS6082)の培養にDNA合 成 阻害 剤(nalidixicadd
以下NAと 省略)を 添加す るとペクチ ン質分解酵素の生成が著 しく促進 され,か つ溶菌がおこり,溶
菌液中にフ ァージ様穎粒が存在す ることが冨沢 ら(1971)によ り報告された。本研究は本菌の生産す
るフ ァージ様穎粒及びペ クチン質分解酵素の性質 を明かに し,さ らに両者の関連性を追求 した もので
ある。
著者はまずNA添 加によりファージ様 穎粒が誘発生成 され ることを確め,こ の頼粒が他 の βγ伽π詑
属細 菌に対 し殺菌作用のあ るたんぱ く質,す なわちバクテ リオシンの一 種であ り,そ の形態は フ ァー
ジ尾部状であ ることを示 した。
著者 は次 に,NA存 在下でのペ クチ ン質分解酵素の合成 ♂・π・ひ・のたんぱ く質合成であ る事 を認 め
た・ ついで生育に伴 い生成 され るペクチ ン質分解酵素 と,NA・添加 により誘 発され るペ クチン質分解
酵素 を電気泳動的 に均一 に迄精製 し,前 老は分 子量38,000の ペ クチン酸に特異的に作用す る
endo-pectatelyaseであ り,後 者 は分子量32,000のペ クチ ンに特異的なendo-pectinlyase
であ る事 を明か に し,両 者は酵素的性質 の異 った酵素であ り,従 って両酵素を支配す る遺伝子はそれ
ぞれ別の もので あろ うと推定 した。 さらに著者 は自然界 より約60株 の白菜軟腐 病菌を分離 し,そ の
内6株 がAMS6082株 と同様にNAの 添加に よりbectinlyaseを誘発的に生成す る ことを認めた。
最後に著者 はpectin豊yaseとバ クテ リオ シンの生成 の関連性につい て検討 し,こ れ らの遺伝 子が
プラス ミ。ドとして細胞内に存在 し,誘 発に より両者が生産 され るとい うモデルを考 えた。 まずAMS
6082株が プラス ミッドDNAを 所有 してい ることを超遠心分析によ り明か に した。 しか しなが ら,・
本菌の場合 プラス ミッドの除去,伝 達が成功せず,前 述 のモデル を証 明す るには到 らなか った。
以上 のように本研究はい くつかの新知見を含み,微 生物学 に貢献す る所が大 きい。 よって三委員 と
も著者は農学博士の学位 を授与 され る資格があると判定 した。
一159一
